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Resumo

A pera ‘Rocha’ € suscetivel ao desenvolvimento de acastanhamento interno (Al) durante
o armazenamento prolongado em atmosfera controlada estatica (ACE). Este estudo teve como
objetivo avaliar o potencial da atmosfera controlada dindmica (ACD) monitorizada por dois
tipos de sensor (etanol e fluorescéncia de clorofilas) na prevengao do Al em pera ‘Rocha’, com
enfase no metabolismo fermentativo e sistema antioxidante. Neste estudo, peras de um pomar
foram armazenadas em trés cimaras comerciais de atmosfera controlada durante 145 dias, com
as seguintes condi¢cdes de armazenamento: 1) ACD monitorizada por um sensor de etanol
(ACD-EtOH); 2) ACD monitorizada por um sensor de fluorescéncia de clorofilas (ACD-FC);
3) ACE. No final do armazenamento os frutos em ACD-FC e ACE ndo foram afetados por Al,
ao contrario dos frutos armazenados em ACD-EtOH, os quais apresentaram uma incidéncia de
15% apos 125 dias e 20% apos 145 dias de armazenamento. A elevada incidéncia de Al nos
frutos armazenados em ACD-EtOH apds 125 dias pareceu estar maioritariamente relacionada
com os elevados niveis de etanol observado nestes frutos, comparativamente com os niveis
detetados nos frutos da ACD-FC e ACE. Embora, apos 125 dias, tenha ocorrido uma diminui¢ao
dos niveis de 4cido ascorbico nos frutos da ACD-EtOH, apds 145 dias os frutos superaram este
decréscimo e os valores foram superiores aos registados nos frutos das outras condi¢des de
armazenamento. Estes resultados sugerem que a utilizacdo do sensor de fluorescéncia de
clorofilas para ajustar os niveis de oxigénio durante o armazenamento em ACD ¢ uma estratégia
eficaz na prevencao do Al em pera "Rocha". Pelo contrario, a informacdo dada pelo sensor de
etanol parece ser insuficiente para evitar a inducao do metabolismo fermentativo. Os resultados
sugerem ainda, que a principal causa do Al em pera ‘Rocha’ poderd estar, primariamente
relacionada com o metabolismo fermentativo.

Palavras-chave: acidentes fisiologicos, acido ascorbico, baixo Oz, metabolitos fermentativos,
Pyrus communis
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Abstract
Dynamic controlled atmosphere in the prevention of internal browning in ‘Rocha’
pear: efficacy of the ethanol and chlorophyll fluorescence sensors

‘Rocha’ pear is susceptible to internal browning (IB) during long term storage under
static controlled atmosphere (SCA). This study aimed to evaluate the potential of the dynamic
controlled atmosphere (DCA) monitored by two types of sensors (ethanol and chlorophyll
fluorescence) in the prevention of IB in ‘Rocha’ pear, focusing on the fermentative metabolism
and antioxidant system. In this study, pears from one orchard were stored in three commercial
controlled atmosphere chambers during 145 days, under the following storage conditions: (1)
DCA monitored by an ethanol sensor (DCA-EtOH); (2) DCA monitored by a chlorophyll
fluorescence sensor (DCA-CF); (3) SCA. At the end of storage the fruits stored under DCA-CF
and SCA were not affected by IB, unlike the fruit stored in DCA-EtOH, which had an incidence
of 15% after 125 days and 20% after 145 days of storage. The high incidence of IB in the fruits
stored under DCA-EtOH, after 125 days, appeared to be mainly related with the high levels of
ethanol in the fruits as compared to the levels detected in fruits of DCA-CF and SCA. Although,
after 125 days of storage, there was a decrease in the levels of ascorbic acid in the fruits stored
under DCA-EtOH, the fruits overcame this decrease and the values were higher than those
recorded in the fruits of the other storage conditions after 145 days. These results suggest that
the use of a chlorophyll fluorescence sensor to adjust the oxygen levels during storage under
DCA is an effective strategy in preventing IB in ‘Rocha’ pear. On the contrary, the information
provided by the ethanol sensor seems to be insufficient to prevent the induction of the
fermentative metabolism. The results also suggest that the main cause of IB in ‘Rocha’ pear
may be primarily related with the fermentative metabolism.

Keywords: ascorbic acid, fermentative metabolites, low O, physiological disorders, Pyrus
COmMmunis

Introducio

A pera ‘Rocha’ € suscetivel ao desenvolvimento de acastanhamento interno (Al) durante
o armazenamento prolongado em atmosfera controlada estatica (ACE). Em AC os baixos niveis
de O2 (entre os 2-3%) e elevados niveis de CO2 combinados com a refrigeragdo contribuem
para a reducdo da atividade metabolica dos frutos conferindo-lhes a capacidade de manter os
seus atributos de qualidade durante o armazenamento prolongado. No entanto, em fun¢do do
tempo de armazenamento, os reduzidos niveis de Oz podem ocasionar uma situagao de hipoxia
no interior dos frutos causando stress oxidativo e induzindo a fermentagao. O stress oxidativo
e o uso da via fermentativa como via metabolica para producdo de energia, podem levar a
ocorréncia de acidentes fisiologicos durante o armazenamento. Na base destes acidentes
fisiologicos estd por um lado o menor aporte de energia, havendo menos energia disponivel
para a regeneracao celular e manutengdo do sistema antioxidante (Veltman et al., 1999), e por
outro lado a producdo de metabolitos fermentativos que em concentragdes elevadas podem ser
toxicos para as células. Com a utilizagdo da atmosfera controlada dindmica (ACD) pretende-se
evitar a inducdo da fermentagdo e proporcionar as condigdes Otimas de armazenamento
considerando a maxima retengdo dos atributos de qualidade e a prevengao da incidéncia de
acidentes fisiologicos durante o armazenamento prolongado. Em ACD a concentracdo de Oz na
atmosfera de armazenamento ¢ progressivamente reduzida até ao limite minimo tolerado pelos
frutos (inferior a 1%), abaixo do qual o metabolismo respiratdrio passa de predominantemente
aerdbio para anaerobio. Quando o nivel critico de O ¢ atingido, a concentragdo de O ¢ ajustada
com vista a repor as condi¢des Otimas de armazenamento. A dete¢do do nivel critico de O2
baseia-se na monitorizagao da resposta fisioldgica dos frutos ao stress causado pelo baixo O»
na atmosfera de armazenamento, a qual pode ser monitorizada através da utilizagdo de sensores
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especializados. Atualmente sdo utilizados trés tipos de sensores capazes de detetar alteragdes
significativas dos seguintes parametros: (1) quociente respiratorio (racio entre o CO2
produzido/O> consumido) (Gasser et al., 2010); (2) fluorescéncia de clorofilas (FC) (Prange et
al., 2002, 2003) e (3) producao de etanol (Schouten et al., 1997; Veltman et al., 2003). Ao longo
de todo o periodo de armazenamento, de acordo com a informagao dada pelo sensor utilizado,
os niveis de Oz s3o ajustados com vista a manter as condigdes 6timas de armazenamento. Os
sensores devem ser suficientemente precisos para garantir que a atmosfera ¢ ajustada antes que
ocorram danos nos frutos decorrentes da utilizacdo de baixas concentragdes de O2. O ajuste da
composi¢ao gasosa pode ser automatico, ou seja os sensores podem estar ligados a um sistema
de controlo capaz de ajustar automaticamente os niveis de O2 na cdmara de AC, ou pode ser
executado por um operador.

Prange et al. (2002, 2003) observaram, em vdarios frutos e vegetais, que para
concentracdes especificas de baixo O o Fo (fluorescéncia minima emitida quando o material
vegetal estd adaptado a condigcdes de obscuridade) aumentava e o Fv/Fm (fluorescéncia
variavel/ fluorescéncia maxima que ocorre quando a luz aumenta até ao ponto de saturagao)
diminuia, sendo que essas concentragdes especificas de O» correspondiam as estimadas como
minimas toleradas pelos respetivos produtos. Foi ainda observado que uma vez repostos os
niveis de Oz os valores de Fo baixavam para o valor inicial (Prange et al., 2003). Com base
nestas observagdes os autores sugeriram a utilizagcao de sensores de FC como um método rapido
e ndo destrutivo para determinar o nivel minimo de Oz aceitavel para o armazenamento de frutos
e vegetais. Os resultados obtidos nestes estudos levaram ao desenvolvimento do sistema
HarvestWatch™ para aplicacdo em sistemas de atmosferas controlada, sendo atualmente
amplamente utlizado para o armazenamento de ma¢as em AC (Watkins, 2008). DeLong et al.
(2007) demonstraram para duas variedades de magds, ‘Cortland’ e ‘Delicious’, que o
armazenamento em ACD utilizando o sistema HarvestWatch™ permite uma melhor reten¢ao
dos atributos de qualidade do que o armazenamento em AC.

O sensor de etanol ¢ capaz de detetar concentragdes minimas de etanol (50 ppb), no
entanto, durante o armazenamento mesmo em niveis de Oz acima do limite minimo tolerado
pelos frutos, por vezes ha producdo de metabolitos fermentativos, ndo ocorrendo contudo uma
alteracao no seu metabolismo respiratorio (Peppelenbos & Oosterhaven, 1998). Schouten et al.
(1997) demonstraram que o armazenamento de macgas ‘Elstar’ em ACD-EtOH fazendo o ajuste
dos niveis de Oz de forma a manter as concentragdes de etanol atmosférico abaixo de 1 ppm
permitia uma melhor reten¢do dos atributos de qualidade do que o armazenamento em AC com
niveis de Oz ultrabaixos (ULO) (1,2% O2+ 2,5% CO3). Veltman et al. (2003) demonstrou, para
a mesma variedade de maca, que o armazenamento em ACD-EtOH contribui para uma maior
retencdo da firmeza e da cor quando comparado com o armazenamento em AC, conduzindo
também a uma diminui¢do da incidéncia de ‘skin spots’, uma desordem fisioldgica especifica
da maca ‘Elstar’. No que respeita a pera ‘Rocha’ a utilizagdo de ACD para o armazenamento
prolongado ainda ndo foi estudada. Atendendo aos efeitos benéficos da utilizagdo da ACD
reportados noutros frutos, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial da ACD,
monitorizada por dois tipos de sensor (etanol e fluorescéncia de clorofilas), na prevencdo do Al
em pera ‘Rocha’ durante o armazenamento em condi¢des comerciais, tendo por base o
metabolismo fermentativo e o sistema antioxidante.

Material e Métodos

Material vegetal e delineamento experimental

As peras (Pyrus communis L. cv Rocha) foram colhidas de um pomar localizado no
Cadaval (39 ° 16 'N, 9 ° 8' W) e armazenadas em trés camaras comerciais nas quais foram
implementadas as seguintes condi¢des de armazenamento: (1) AC estatica (3% Oz + 0,5% de
COy, -0,5 ° C); (2) ACD monitorizada por um sensor de etanol (ACD-EtOH); (3) ACD
monitorizada por um sensor de fluorescéncia de clorofilas (ACD-FC). As condi¢des de
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temperatura (-0,5 °C) e humidade relativa (95%) foram iguais em todas as camaras. Nas duas
camaras de ACD os niveis de CO> foram mantidos a 0,5% durante todo o periodo de
armazenamento e os niveis de O» foram ajustados de acordo com os dados obtidos pelos
respetivos sensores. Durante o armazenamento em ACD-EtOH os niveis de O, foram mantidos
entre 0,4 e 1%, enquanto durante o armazenamento em AC-FC a concentracao de O> foi mantida
entre 0,2 e os 1,2%.

A colheita e periodicamente durante o armazenamento foram preparadas amostras de
polpa de pera (3 réplicas de 3 frutos cada) para a andlise de 4cido ascorbico, e amostras de
sumo, utilizando 9 frutos, para a analise dos metabolitos fermentativos (etanol e acetaldeido).
As amostras de polpa foram congeladas em azoto liquido e moidas numa picadora comercial
sendo depois armazenadas a -80 °C até a analise. Os sumos de pera foram preparados numa
liquidificadora comercial e filtrados em papel de celulose sendo congelados a -25 °C,
temperatura a qual foram mantidos até a analise.

Estimativa da incidéncia e indice de acastanhamento interno

Para determinar a incidéncia de Al, foram avaliados 60 frutos em cada ponto
experimental. Os frutos foram cortados longitudinalmente e transversalmente, sendo a
incidéncia de Al expressa como a percentagem de frutos afetados pelo total de frutos
observados.

Metabolismo fermentativo

As concentragdes de etanol e acetaldeido foram determinadas como descrito por Ke et
al. (1994) com pequenas modificagdes. Amostras de 10 ml de sumo de pera previamente
preparadas como acima indicado, foram descongeladas a 4 °C e colocadas num vial de 20 ml
com uma tampa de rosca com septo. Posteriormente, as amostras foram incubadas num banho
a 65 °C durante 1 hora. Apos o periodo de incubagdo 1ml de ‘headspace’ foi retirado com uma
seringa de vidro de 1 ml e injetada num cromatografo de gas (HP 5890 II, Hewlett Packard)
equipado com uma coluna CP-WAX 57 CB chromepack (0.25 mm x 50 m x 0.2 pm, Agilent
Technologies Inc., EUA) e um detetor de ionizagdo por chama (FID). As condi¢des de operagdao
foram as seguintes: temperatura do forno a 90 ‘C, temperatura do injetor 250 °C, temperatura
do detetor de 220 "C. As andlises foram feitas em triplicado.

Sistema antioxidante

As concentragdes de acido ascorbico (AsA) e dehidroascorbico (DHA) foram
determinadas como descrito por Zapata & Dufour (1992), com algumas modificagdes. As
amostras de polpa de pera (10 g) foram homogeneizadas em 10 ml de metanol/agua (5:95 v/v)
e HCI (10 g/L) usando um Ultra-Turrax (modelo IKA Labortechnik T 25, Staufen, Germany).
O homogeneizado foi centrifugado a 5.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C (Universal 320R,
Hettich, Germany) e o sobrenadante foi filtrado num filtro de pregas. A 3 ml de extrato foi
adicionado 1 ml de solucdo de dicloridrato de 1,2- fenilenodiamina (OPDA), sendo a mistura
incubada durante 30 a 40 minutos a 4 °C e posteriormente filtrada através de um filtro de 0,45
um. As amostras foram analisadas num HPLC equipado com um detetor UV-Vis (UV-1575),
um injetor automatico (AS-1555) e uma bomba (PU-1580), todos controlados por software
adequado (Borwin v. 1.5, da Jasco Corporation, Japan). Para a separacao do 4cido ascorbico do
dehidroascorbico foi utilizada uma coluna de fase reversa Spherisorb ODS2 5 um (250 x 4,6
mm da Waters Corporation, USA). A fase movel foi metanol/agua (5:95, v/v) contendo 5 mM
de cetrimida e 50 mM de dihidrogenofosfato de potassio. Durante as medi¢des o fluxo foi
mantido a 1,8 ml.min"! e o volume de amostra injetado foi de 20 l.

Analise estatistica
Os dados foram analisados em relacdo a diferengas significativas por analise de
variancia (ANOVA) utilizando o GraphPad Prism version 6.0 (San Diego, CA, USA). Os dados
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apresentados nas figuras foram sujeitos a separacao de médias utilizando-se o teste LSD (least
significant difference) (P=0,05) para cada tempo de armazenamento.

Resultados e Discussao

Os frutos armazenados em AC e ACD-FC nao foram afetados por Al, ao contrario dos
frutos armazenados em ACD-EtOH, os quais ao fim de 125 dias apresentavam uma incidéncia
de Al superior a 15% e de 20% apds 145 dias de armazenamento (Fig. 1). DeEll et al. (1995)
demonstraram que a metodologia de fluorescéncia de clorofilas (FC) é capaz de detetar
situacdes de stress, em macas ‘Marshall McIntosh’, causadas por baixos niveis de O e elevados
niveis de CO» na atmosfera de armazenamento permitindo prevenir a incidéncia de acidentes
fisioloégicos durante o armazenamento. Laffer (2011) reportou também uma reducdo da
incidéncia de Al em pera ‘Uta’, apdés 6 meses de armazenamento em ACD-FC,
comparativamente com a observada nos frutos armazenados em AC. Contrariamente, Matheis
et al. (2013) referiram o desenvolvimento de Al mais precocemente e com maior incidéncia em
peras ‘d’Anjou’ armazenadas em ACD-FC do que em AC a 1,5% de O.. Estes autores,
observaram ainda que o desenvolvimento de Al ndo produziu qualquer alteragdo no sinal de
fluorescéncia de clorofilas sugerindo que este sensor podera ndo detetar a situagdo de stress que
conduz ao desenvolvimento de Al nesta cultivar de pera.

A elevada incidéncia de Al nos frutos armazenados em ACD-EtOH apos 125 dias
pareceu estar maioritariamente relacionada com os elevados niveis de metabolitos
fermentativos presentes nestes frutos (53,3 ul etanol/L e 7,6 ul acetaldeido/L), quando
comparados com os niveis detetados nos frutos da ACD-FC (23,9 ul etanol/L e 6 pl
acetaldeido/L) e ACE (3,4 ul etanol/L e 4,4 ul acetaldeido/L) (Fig. 2A, 2B). Estes resultados
sugerem que nos frutos armazenados em ACD-EtOH ocorreu uma alteracdo do metabolismo
respiratorio, passando de predominantemente aerdbio para anaerobio a partir dos 75 dias de
armazenamento (Fig. 2A, 2B). Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os
reportados por Deuchande et al. (2012), que demonstraram existir uma correlagdo positiva entre
a incidéncia de Al e os niveis elevados de etanol e acetaldeido em pera ‘Rocha’. Pinto et al.
(2001) sugeriram também que estes metabolitos fermentativos poderdo estar parcialmente
envolvidos no desenvolvimento de Al em pera ‘Blanquilla’, porém estes autores consideraram
que os niveis de etanol e acetaldeido sdo insuficientes para explicar o Al

Relativamente aos niveis de dacido ascorbico total (AA), apoés 125 dias de
armazenamento verificaram-se diferencas entre as concentragdes presentes nos frutos
armazenados nas diferentes atmosferas, sendo que os frutos com concentragcdes mais elevadas
de AA foram os da ACD-FC (2,2 mg 100 g™! peso fresco) seguidos dos da ACE (1,8 mg 100g"
! peso fresco) e por ultimo os da ACD-EtOH (1,3 mg 100 g! peso fresco) (Fig. 3). No entanto,
apos 145 dias de armazenamento os frutos da ACD-EtOH apresentaram niveis de AA
superiores aos registados nos frutos das outras duas condi¢cdes de armazenamento (Fig. 3). A
diminui¢do dos niveis de AA nos frutos tem sido associada a uma maior suscetibilidade ao
desenvolvimento de Al (Veltman et al., 2000). De acordo com Veltman et al. (1999), o Al surge
quando a concentracao de AA durante o armazenamento ¢ reduzida abaixo de um determinado
limite.

Os racios de AA na forma oxidada e reduzida (DHA/AsA) foram inferiores nos frutos
da ACD-FC durante todo o periodo de armazenamento comparativamente com os registados
nos frutos das outras condi¢des de armazenamento (Fig. 3). Estes resultados indicam que o
armazenamento em ACD-FC poderd contribuir para uma menor exposi¢do dos frutos a
condigdes de stress oxidativo, permitindo a manutengao do seu potencial redox.

Conclusoes
A auséncia de incidéncia de Al nos frutos armazenados em ACD-FC podera estar
relacionada com a concentragdo inferior de metabolitos fermentativos no final do
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armazenamento, em comparagdo com os observados nos frutos das outras duas condigdes de
armazenamento. Estes resultados sugerem que a utilizagdo do sensor de fluorescéncia de
clorofilas para ajustar os niveis de O» durante o armazenamento em ACD ¢ uma estratégia
eficaz na prevencao do Al em pera "Rocha". Pelo contrario, o aparecimento precoce de Al, com
elevada incidéncia nos frutos armazenados em ACD-EtOH, associado a producao de elevados
niveis de metabolitos fermentativos, sugere que a informagao dada pelo sensor de etanol podera
nao ser suficiente para evitar a indu¢ao do metabolismo fermentativo. Os resultados sugerem
ainda, que a causa do Al em pera ‘Rocha’ podera estar, primariamente relacionada com o
metabolismo fermentativo.

Os resultados deste estudo sdo promissores, no entanto este € apenas um ensaio
preliminar, havendo a necessidade de desenvolver mais estudos envolvendo um maior numero
de pomares por um periodo de armazenamento mais prolongado, para puder concluir acerca da
eficacia da utilizacdo da ACD-FC na prevengao do Al em pera ‘Rocha’.
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Quadros e figuras
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Figura 9: Efeito do armazenamento em atmosfera controlada estatica (ACE) e atmosfera
controlada dinamica, monitorizada por um sensor de fluorescéncia de clorofilas (ACD-FC) e
por um sensor de etanol (ACD-EtOH) na incidéncia de acastanhamento interno. Os valores de

incidéncia representam a percentagem de frutos com acastanhamento interno pelo total de frutos
observados (n = 60).
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Figura 10: Efeito do armazenamento em atmosfera controlada estatica (ACE) (®) e atmosfera
controlada dindmica, monitorizada por um sensor de fluorescéncia de clorofilas (ACD-FC) (W)
e por um sensor de etanol (ACD-EtOH) (A) nas concentracdes de etanol (A) e acetaldeido (B).
Os resultados representam a média de 3 réplicas de 3 frutos cada e a barras representam o valor
do LSD (P=0,05).
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Figura 3: Efeito do armazenamento em atmosfera controlada estitica (ACE) (®) e em
atmosfera controlada dinamica, monitorizada por um sensor de fluorescéncia de clorofilas
(ACD-FC) (M) ¢ por um sensor de etanol (ACD-EtOH) (A) na concentracdo de acido ascorbico
total durante o armazenamento e no racio entre o acido ascorbico na forma oxidada (DHA) e
reduzida (AsA) (grafico complementar). Os resultados representam a média de 3 réplicas de 3
frutos cada e as barras verticais representam o valor do LSD (P=0,05).
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